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INTRODUCAO

As radiacbes tém grande aplicacdo na medicina moderna e na
industria, quer seja com fins diagnosticos ou terapéuticos.
Entretanto, os efeitos colaterais ocasionados pela exposicao dos
individuos a radiacao séo sua principal limitacao de uso (ELTAHAWY
et al., 2015).

A radioterapia é uma modalidade terapéutica muito utilizada para
tratamento de tumores na regiao da cabeca e pescoco. Baseia-se na
utilizacao do efeito da radiacao ionizante para causar a morte das
células neoplasicas, evitar sua multiplicacdo (CUNHA et al., 2014).
Os mecanismos de acao da radiacao se dao de forma direta, quando
a radiacdo interage diretamente com as moléculas importantes
como as de DNA e/ou indireta, quando a radiacao quebra a molécula
da agua, formando assim radicais livres que podem atacar outras
moléculas importantes (OKUNO, 2013).

O cérebro é o 6rgdao mais importante do sistema nervoso central
(SNC). E rico em lipidios das mais diferentes classes, como esteréides
e fosfolipideos, que por sua vez estdo diretamente associados a
estrutura e funcdo deste o6rgdo. Assim, modificacdes nos niveis
lipidicos das dietas podem interferir na dindmica cerebral, causando
alteracdes na excitabilidade dos tecidos e, consequentemente, na
atividade elétrica do cérebro (NOGUEIRA et al., 2019). As células
nervosas sao sensiveis aos danos induzidos por radicais livres, devido
ao alto uso de oxigénio, a alta concentracdo de acidos graxos
poliinsaturados (AGPIs) e a menor concentracdo de moléculas
antioxidantes em comparacao com outros tecidos (MANSOUR et al.,
2017).

Os acidos graxos poliinsaturados (AGPIs) s@o biomoléculas de cadeia
longa com multiplas ligacées de carbono duplo, considerados
essenciais por nao serem sintetizados em quantidades suficientes no
corpo humano por causa da falta de enzimas delta-12 e delta-15
dessaturase, que removem atomos de hidrogénio e criam ligagdes
duplas, necessarias para criar acidos graxos poliinsaturados (DE
GIORGIO; TAHA, 2016). Diante disso, esses AGPIs devem ser obtidos
por meio da dieta, e uma vez adquiridos, podem originar uma série
de outros acidos graxos endogenamente por meio de processos
enzimaticos de alongamento e dessaturacao (TEJADA, 2019).

Os AGPIs também desempenham papel fundamental para o bom
funcionamento do organismo, participam em muitos processos
fisiologicos no cérebro, sendo cruciais para crescimento e
desenvolvimento neuronal e ainda, desempenham um papel
importante como moduladores criticos da funcdo cerebral e
mecanismos de estresse oxidativo (MCNAMARA, VANNEST;
VALENTINE, 2015).

Os AGPIs 6mega-3 (W-3) sao considerados acidos graxos essenciais e
fornecem dois neuro-ativos: O acido docosahexaendico (DHA),
abundantemente presente no cérebro dos mamiferos,
compreendendo até 40% dos acidos graxos totais do cérebro e o
acido eicosapentaendico (EPA), que em contraste com o DHA,
representa menos de 1% da quantidade total de acidos graxos no
cérebro (MCNAMARA; CARLSON, 2006). Ambos estao envolvidos no
crescimento e funcdo do tecido nervoso (TANG et al., 2016).
Estudos indicam que o acimulo de DHA é crucial para o
neurodesenvolvimento, exibindo também efeitos neuroprotetores
(MCNAMARA; VANNEST; VALENTINE, 2015) e neurotroficos (SABLE;
KALE; JOSHI, 2013), sendo importante para a manutencao das
propriedades fisico-quimicas da membrana neuronal, aumentando a
fluidez desta e facilitando o transporte transmembrana, o que pode
favorecer o desencadeamento de potenciais de acao e
consequentemente aumento na excitabilidade cerebral, além de
apresentar importante efeito anti-inflamatorio no sistema nervoso
(BRENNA e CARLSON, 2014).
Estudos indicam que niveis reduzidos de 6mega-3 no cérebro sao
acompanhados por déficit de aprendizagem e alteracées de humor
relacionadas as deficiéncias nos processos de neurotransmissao
(HARBEBY et al., 2012). Outros trabalhos, como aqueles realizados
por Pessoa et al. (2017) e Nogueira et al. (2019) mostraram que a
modificacdo do componente lipidico na dieta interferiu na atividade
elétrica cortical de ratos em condicées normais ou patologicas.
Assim, alteracdes nos niveis lipidicos dietéticos podem alterar a
fluidez das membranas neuronais e modular a geracao e propagacao
de impulsos nervosos, modificando consequentemente a atividade
elétrica cerebral.
Os processos neurais sao gerados pela propagacao da atividade
elétrica no cérebro. Esta atividade produz potenciais elétricos que
podem ser medidos através de eletrodos e gerados a partir da
corrente extracelular pelos potenciais pos-sinapticos nos dendritos
apicais de neurbnios piramidais dentro do cérebro (RINCON,
SHIMODA, 2016). Dessa forma a atividade elétrica registrada
eletrocorticograma (ECoG) corresponde ao registro dos potenciais de
membrana resultantes das sinapses, em especial o potencial pos-
sinaptico, e permite avaliar se a atividade elétrica cerebral esta
dentro do padrao de normalidade ou se existem disfuncdes (PESSOA
et al., 2017).
Tendo em vista que o estresse oxidativo resulta em quadros agudos
e cronicos, se faz necessario a protecao neural contra os danos
produzidos pela radiacao ionizante (Rl) e radicais livres. Entao o
presente estudo teve como objetivo investigar a influéncia do
O0mega-3 na atividade elétrica cerebral em ratos expostos a radiacao
ionizante, como um possivel agente neuroprotetor.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biofisica Teodrico-
Experimental e Computacional (LABTEC) do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da UFRPE, Dois Irmaos, Recife - PE.
Foram utilizados Rattus novergicus, variedade Albinus, linhagem
Wistar, machos, provenientes do Biotério do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da UFRPE, local onde foram realizados
os ensaios bioldgicos com aprovacio da Comissio de Etica no Uso de
Animais sob licenca n. 97/2018. Os mesmos foram mantidos e
manipulados em ambiente com temperatura e umidade controladas,
em ciclo claro-escuro de 12 horas, com agua e alimentacdo ad
libitum.

Na oitava semana pos-natal, os animais foram divididos em 2 grupos
experimentais, de acordo com o tratamento ao qual foram
submetidos:

Grupo Tratado: Oleo de peixe (1ml/ VO/ dia/100g PV) e exposicao a
radiacao ionizante (n = 8).

Grupo Controle: Solucéo fisiologica de cloreto de sodio (NaCl 0,9%)
e exposicao a radiacdo ionizante (n = 8).

A gavagem foi realizada para administrar tanto o NaCl 0,9% quanto
0 dleo de peixe (capsulas contendo EPA 180 mg e DHA 120 mg) nos
grupos experimentais. Essa etapa experimental foi realizada num
periodo de 8 semanas consecutivas.

Na 17% semana poés-natal, os animais foram submetidos ao
procedimento cirlrgico para implante de eletrodos, sobre o
hemisfério cerebral direito, sendo um deles inserido na regiao
parietal do cortex sensori-motor e um segundo na regido anterior ao
bregma, conforme descrito por Pessoa et al. (2017).

No 15° dia pos-operatorio (19 semana) os animais foram expostos a
radiacao ionizante. A irradiacdo foi realizada nos animais
anestesiados com associacao de xilazina (10mg/kg) e cetamina
(75mg/kg) aplicadas por via intraperitoneal. Os animais anestesiados
foram expostos a radiacdo no Instituto de Radioterapia Waldemir
Miranda (IRWAN). Foram aplicados 9 Gy de radiacao gama de 60co
na parte superior da cabeca e em seguida mais 9 Gy na parte inferior
da cabeca, totalizando 18 Gy. A fonte de aplicacdo da Rl é a mesma
utilizada nos processos de radioterapia, com meia-vida fisica de 5,3
anos e radiacbes gama em cascata de 1,17 e 1,33 MeV. A distancia
focal foi de 80 cm da fonte de irradiacao. A taxa de dose da fonte
foi de 123,4 cGy por minuto e o tempo de exposicao de 15,27
minutos.

Figura 1. Acelerador linear Varian, modelo Clinac 600C (A), com os animais anestesiados e
posicionados em decubito dorso-ventral para irradiacdo da regiao de cabeca e pescogo (B).
(Fonte: arquivo pessoal).

O ECoG dos animais foi realizado durante exploracao espacial em
dois momentos: M1: 24 horas pré-exposicao a Rl e M2: 24 horas pos-
exposicao, durante 30 minutos, com os animais alocados em uma
caixa plastica aberta mantida em uma gaiola de Faraday.
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Os sinais do ECoG foram amplificados e registrados, utilizando o
aparelho EMG 410C (EMG System, Brasil) numa taxa de amostragem
de 6000 pontos por segundo.

A andlise de cada registro foi realizada em um segmento de 5
minutos, totalizando um montante de 255000 pontos. Na sequéncia,
os dados foram importados para o programa Matlab 7.8 (2009) e
analisados por meio da aplicacao da Transformada de Fourier
(equacao 1), a partir da qual obtivemos o espectro de poténcia das
ondas cerebrais do ECoG (MACIVER; BLAND, 2014; VARGHESE et al.,
2014).

Fif)y=[" fine""ar
)
- j: F dr
’ |- ,I' “df

@)

Para a analise estatistica utilizou-se o software Graphpad Prism®
5.01. Aplicou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a
normalidade da distribuicdo dos dados obtidos. Os dados cujos
valores seguiram uma distribuicdo gaussiana foram verificados pelo
teste t de Student para amostras independentes nas analises entre
0s grupos experimentais. Para avaliacdo intragrupo (pré e pos-
exposicao a RI) aplicou-se o teste t de Student para amostras
dependentes. Aqueles com distribuicao nao gaussiana foram
analisados pelo teste de Mann-Whitney (independentes) ou Wilcoxon
(dependentes). Todas as analises foram realizadas ao nivel de 5% de
significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o espectro de poténcia do registro ECoG foi possivel identificar
as variacoes entre as contribuicbes dos ritmos cerebrais de
diferentes frequéncias dos animais dos grupos Controle e Tratado
antes e apos a exposicao a Rl da regido de cabeca e pescoco com
doses de 18 Gy. A técnica de transformada de Fourier, pela qual
obtemos o espectro de poténcia (MACIVER; BLAND, 2014), trata-se
de um método de analise linear, que permite passar a informacao
do dominio do tempo para o dominio da frequéncia, possibilitando
conhecer a contribuicdo de cada componente de frequéncia
presente numa série temporal (WEISSTEIN, 2004).

No presente trabalho, observou-se uma maior contribuicao dos
ritmos delta nos grupos experimentais, antes e apds a exposicdo a
radiacao ionizante (Tab.1). Esses ritmos sao caracterizados por
frequéncias que variam de 0,5 a 4 Hz (para a onda delta) e 4 a 8 Hz
(para a onda teta), estando associados a estagio de sonoléncia, sono
leve ou estados emocionais alterados, sendo frequentemente
observados em animais de experimentacdo com habito noturno
quando avaliados durante periodos diurnos. Na sequéncia, observa-
se contribuicao do ritmo alfa (8 - 12 Hz) e, em menor expressao, o
ritmo beta (12 - 30 Hz), sendo este ultimo observado em atividade
fisica ou mental especifica e estados de tensdo, além de estar
relacionada ao processo de cognicao (BUZAKI, 2006).

Para a atividade cerebral dos animais avaliada em M1 (24 horas antes
dairradiacao) foi observado que no espectro de poténcia obtido para
os animais do grupo Tratado houve um aumento da contribuicao da
onda delta (p = 0,0138) e diminuicao da onda beta (p = 0,0050) em
relacdo ao grupo Controle. Para as ondas alfa e teta nao houve
modificacao do padrao dos ECoGs analisados (p < 0,05).
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Tabela 1. Valores médios de poténcia (em pv%/Hz) de diferentes ritmos cerebrais em
ratos de controle e ratos suplementados com 6mega-3.

CONTROLE TRATADO
PRE POS PRE POS
DELTA 113,4 £+ 15,5 * 104,3 + 15,73 137,6 + 19,43 * 120,9 + 21,73
TETA 50,56 + 5,113 55,83 + 15,82 54,88 + 11,67 65,7 + 20,59
ALFA 28,38 + 6,494 25,59 + 5,545 24,76 + 4,628 24,11 + 3,949
BETA 10,51 + 4,504 11,87 £ 6,917 1,911 + 3,692* 5,79 + 5,812

* . diferenca significativa (p < 0,05) entre os grupos para o respectivo ritmo cerebral.

Os resultados obtidos diferem de estudo realizado por Pessoa et al.
(2017), no qual se verificou o efeito da suplementacao hiperlipidica
ou com 6mega-3 sobre a atividade elétrica cortical. Os dados obtidos
pelos referidos autores mostraram que os animais que foram
suplementados com 6mega-3 tiveram aumento na onda beta,
enquanto na onda delta energia foi reduzida.

Os efeitos bioldgicos decorrentes do consumo de 6mega-3 séo
eicosandides. O acimulo dos AGPIs na membrana celular pode atuar
em varios niveis, incluindo na fluidez da membrana, na ligagado ao
receptor, transducao de sinal e atividade enzimatica (BENAIS-PONT
et al., 2006).

Em estudo realizado por Forville (2008) observou-se que a
suplementacdo com 6mega-3 foi capaz de provocar alteracdes na
composicdo lipidica encefalica. De acordo com o autor a
modificacdo do status lipidico do tecido cerebral tem influéncia
positiva em quadros neuropatologicos, havendo assim a necessidade
de incorporacao dos AGPIs n-3 para a funcionalidade adequada do
SNC.

Nas avaliacoes referentes aos efeitos agudos da exposicao a RI
realizadas nos animais 24 horas ap6s irradiacdo (M2) nao foram
encontradas alteragdes significativas nos espectros de poténcia dos
ECoGs dos animais, tanto para aqueles do grupo Tratado quanto do
grupo Controle. Também nao foram encontradas alteragoes
significativas quando se comparou os dados dependentes (intra-
grupo).

Estes resultados discordam com aqueles observados por Aguiar
(2015), em que por meio do espectro de poténcia do ECoG foi
possivel identificar que os ritmos teta e alfa de animais irradiados
aumentaram em relacao aos dados analisados 24 horas antes da
exposicao a radiacdo ionizante na regido da cabeca e pescogo e
doses da ordem de 18 Gy.

Embora a analise dos efeitos da Rl sobre a atividade cortical em ratos
sejam escassos na literatura, ha um quantitativo razoavel de
trabalhos relatando as modificagbes que ocorrem no cérebro de
roedores irradiados, em que sdo observadas alteracées morfoldgicas,
metabodlicas e funcionais do tecido nervoso em condigbes de
exposicoes em doses Unicas e fracionadas, ratificando a
sensibilidade do sistema nervoso a radiagao ionizante de diferentes
fontes radioativas (JIANG et al., 2015; BOLCAEN et al., 2017; YANG,

2017).

CONCLUSOES

Por meio dos espectros de poténcia obtidos a partir dos ECoGs dos
animais expostos a radiacdo ionizante foi possivel observar
alteracoes significativas nas ondas delta e beta dos animais do grupo
suplementado com 6mega-3 em relacédo ao controle somente quando
avaliados 24 horas antes da irradiacdo. Para as analises realizadas
24 horas apos a exposicao nao foram observadas alteracoes
significativas entre os referidos grupos para nenhuma das ondas
cerebrais.
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